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Pelo 基因在精子发生、细胞周期、减数分裂以及 mRNA 降解中有重要的功
能，但具体机制还并不是非常清楚。Pelo 敲除的小鼠是胚胎致死的，酵母中 Pelo










素基因 DT 为负筛选标记。敲除载体基因的两端各插入一个 Loxp 位点，5′同源
臂和 3′同源臂的长度分别设计为 3kb 和 5kb。将构建好的条件性敲除载体线性化，
通过电穿孔转染方法转入小鼠 ES 细胞中。经过 G418 连续 7 天的筛选，共挑取

























Pelo plays an important role in impspermatogenesis, cell cycle, meiosis and 
mRNA degradation, but the exact mechanism is not very clear. Mutations in either the 
Mouse pelo gene or the Saccharomyces cerevisiae homologous gene DOM34 or 
Drosophila melanogaster pelota gene, cause embryonic lethal in mouse, delay of 
growth and failure of sporulation in yeast and defects of spermatogenesis and 
oogenesis in Drosophila. These phenotypes indicate that pelo is required for normal 
progression of the mitotic and meiotic cell cycle, but there is no direct evidence of the 
specific mechanism. 
Tissue-specific gene conditional knockout technology makes the target gene can 
be artificially controlled, avoiding the emergence of embryonic lethal or new born 
animal death. Cre/LoxP system, is generally based on the Cre recombinant enzyme 
expression in a specific tissue cells in which gene knockout occurs between two loxp 
sites. The establishment of Pelo gene conditional knockout mouse will be a good 
platform and animal model for the investment of this gene. 
In this thesis, the traditional method of homologous recombination were applied 
to create mouse Pelo gene conditional knockout embryonic stem cells. To construct 
conditional knockout vector, we select the neomycin resistance gene Neo as a positive 
selection marker, diphtheria toxin gene DT as negative selection marker. In this vector, 
one of each Loxp site was inserted into both flanking region of the gene, lengths of 5′ 
homology arm and 3′ homology arm were designed as 3kb and 5kb. Conditional 
knockout constructs were linearized and transfected into mouse ES cells by 
electroporation. After treated with G418 for 7 days, most ES cell died. 27 ES cell 
single clones were picked and identified by PCR. Excluding the non-homologous 
recombination ES cells, we successfully got 3 strains mouse Pelo gene conditional 
knockout embryonic stem cells. It laid down a soild foundation of later blastocyst 
injection for generating Pelo gene conditional knockout mice. 
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弗•史密西斯（Oliver Smithies）和英国人马丁•埃文斯（Martin Evans）分享了 2007
年诺贝尔生理学或医学奖。其原理是应用 DNA 同源重组技术将灭活的基因导入




胚胎死亡。1996 年 Tsien 等在《Cell》首先报道了第一个脑区特异性的基因敲除
动物[4]，该技术以 Cre/LoxP 系统为基础，Cre 重组酶在特定的细胞类型中表达，
基因敲除就发生在那种特定的组织细胞中，此技术开创了条件性基因敲除研究的
里程碑。  
Shimizu 等于 2000 年在《Science》报道了时间可调性和区域特异性的基因
敲除技术[5]，该技术使目的基因的敲除在时间上可人为控制，避免了死胎或动物
出生后不久即死亡等现象的出现。其同样以 Cre/LoxP 系统为基础，利用四环素
等诱导 Cre 的表达。 






















然 DNA 修复路径，并导致 DNA 序列中特定位置的变化。它的优势在于仅通过
向受精卵内注射 ZFN 表达载体或 mRNA 就可获得基因敲除动物，可在短时间内
高效地建立起新的动物模型。然而由于锌指酶无法靶向每一种可能的 DNA 序列，
限制了它们的应用[8, 9]。 




TALEN(transcription activator-like effector nucleases, TALENs)靶向基因敲除
技术[10-12]是一种崭新的分子生物学工具，现已应用于植物、细胞、酵母、斑马鱼
及大、小鼠等各类研究对象[13-16]。TALEN 蛋白分子包含 DNA 结合域和 Fok1 核
酸酶，两个 TALEN 分子分别结合到靶点两侧，Fok1 形成二聚体并发挥切割作用，
生成双链断端，细胞内的非同源性末端接合(Non-homologous end joining, NHEJ)
修复机制启动，断口被修复同时随机的删除和插入一定数量的碱基，造成移码导
致基因失活[17]。用 TALEN 方法制作 knockout 小鼠，不需要经过传统敲除所需要
的 ES 细胞打靶阶段，周期大大缩短。相比于 ZFN 技术，TALEN 的优势也非常
明显突出，它的识别切割的效率更高，几乎可以靶向任何序列，不受上下游序列
的影响[18, 19]。此技术为研究者提供了一种新的思路，开辟了一条崭新的道路。 
然而，无论是 ZFN 还是 TALEN 都需要针对不同靶点改变核酸酶前面的识
别序列，这些识别序列的合成或组装耗时耗力且费用很高，而且存在一定的脱靶
率。另外，ZFN 和 TALEN 目前条件性敲除技术还不成熟，尤其是不能进行时间
控制的敲除。 
1.1.2 条件性基因敲除的基本原理 
1.1.2.1 Cre/loxP 重组系统的作用机制 

















的某一阶段或某一特定的组织器官。此外，若与控制 Cre 或 Flp 表达的其他诱导
系统相结合，还可以对某一基因同时实现时空两方面的调控[21-23]。 
Cre/loxP 系统来源于 F1 噬菌体[24, 25]，可以介导位点特异的 DNA 重组。该
系统含有两种成分 Cre 重组酶和 LoxP（locus of X-over P1）序列。 
Cre 重组酶(cyclizationrecombination)，它是一种由 343 个氨基酸组成的单体
蛋白, 其基因编码区序列全长 1029bp。Cre 重组酶于 1981 年从 P1 噬菌体中发现，
属于 λ Int 酶超基因家族。Cre 重组酶不仅具有催化活性，而且与限制酶相似，能
识别特异的 DNA 序列，即 loxP 位点，使 loxP 位点间的基因序列被删除或重
组[26-29]。 
LoxP 序列来源于 P1 噬菌体，含有两个 13 bp 的反向重复序列和一个 8 bp 的
核心序列，8 bp 的核心序列同时也确定了 LoxP 的方向。Cre 在催化 DNA 链交换
过程中与 DNA 共价结合，13 bp 的反向重复序列是 Cre 酶的结合域[30]。其序列
如下： 
5' - ATAACTTCGTATA - ATGTATGC - TATACGAAGTTAT - 3' 
3' - TATTGAAGCATAT - TACATACG - ATATGCTTCAATA - 5' 
任何序列的 DNA，当其位于两个 loxP 位点之间的时候，在 Cre 重组酶的作
用下要么被缺失(两个 loxP 位点的方向相同)，要么方向发生倒转(两 loxP 位点的





一点；第二，loxP 是一段较短的 DNA 序列，全长只有 34 bp，合成非常简便；
第三，Cre 重组酶有 70%的重组效率，不借助任何辅助因子，可作用于多种结构



















图 1.1 Cre/loxP 重组系统 
(A) Cre 重组酶作用下两个相同方向 loxP 位点（三角形）间 DNA 序列的缺失；(B) Cre
重组酶作用下两个不同方向 loxP 位点（三角形）间 DNA 序列的倒转。 
Fig.1.1 Cre/loxP recombination system 
(A) Cre-mediated deletion of a DNA segment (square) flanked by two loxP sites (triangles) 
of the same orientation; (B) Cre-mediated inversion of a DNA segment flanked by two loxP 
sites in opposite orientation. 
 
1.1.2.2 ES 细胞基因同源重组正负筛选法原理 
由于基因的同源重组自然发生率极低[33, 34]，动物的重组概率为 10-2 -10-5 ，
植物的概率为 10-4 -10-5 。因此如何从众多细胞中筛出真正发生了同源重组的胚
胎干细胞非常重要。目前应用 多的是正负筛选法（Positive and negative 
selection，PNS）。 
基因敲除载体上包含靶基因序列、外源的选择基因 Neo(Neomycin)[35]和胸腺
嘧啶激酶 (Thymidine kinase,TK) 基因[36]。基因敲除载体导入细胞后，用一种氨
基糖苷类抗生素 G418 进行筛选，由于 Neo 基因具有对 G418 的抗性，所以带有
Neo 基因的细胞能够在含有 G418 的培养液中存活，由此选择出含有 Neo 的阳性






























很少再用 TK 基因做为阴性筛选基因了。目前 常用的是另一种负选择标记白喉




有报道称白喉毒素 A 能使目标克隆的富集更加有效，DTA 蛋白本身能够杀
死 ES 细胞，且在培养基中不需要额外的药物[41]。然而，使用 DTA 进行选择会
因为载体整合前的短暂表达而导致微量的毒性[42, 43]。 
1.1.3 产生基因条件性敲除小鼠的流程 
1.1.3.1 ES 细胞的获得 
现在基因敲除 常用的鼠的种系是 129 及其杂合体，因为这类小鼠具有自发
突变形成畸胎瘤和畸胎肉瘤的倾向，是基因敲除的理想实验动物[44]。而其他遗
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